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　　It　is　reported　that　saiboku－to　inhibits　11β一HSD　activity　in　the　human　body　and　elevates　the　serum
prednisolone　（PSL）　level，　but　shosaiko－to，　which　also　contains　glycyrrhizin，　does　not　elevate　serum
PSL　level．　This　suggests　that　there　are　unknown　compounds　which　act　on　11　6－HSD　activity．
　　To　find　these　unknown　compounds，　we　first　developed　a　method　for　measurement　of　11　6－HSD
activity．　ln　this　method，　rat　liver　homogenates　were　used　in　enzyme　reactions．　Syringe－type
minicolumns　（Extrashot）　were　combined　with　high　performance　liquid　chromatography　（HPLC）　to
analyze　the　amount　of　steroids　（cortisol　and　cortisone）．　Extraction　recovery　rates　of　steroids　were
higher　than　980／o．　The　coefficient　variations　were　less　than　40／o．　lt　took　less　than　10　minutes　per
sample　to　analyze　the　amount　of　steroids．
　This　method　was　used　tO　investigate　the　activity　of　sho－saiko－to，　hange－koboku－to，　saiboku－to
and　their　components．　Saiboku－to　and　sho－saiko－to　inhibited　11β一HSD　activity，　but　hange－koboku－
to，　which　does　not　contain　glycyrrhizin，　had　no　effect　on　the　enzyme．　Licorice　inhibited　the　enzyme
strongly，　and　most　of　the　constituent　herbs　of　saiboku－to　acted　on　the　enzyme　slightly．　Glycyrrhizin
inhibited　11　P－HSD　oxidation　and　reduction　activity　strongly．　Other　components　of　saiboku－to，
magnolol，　wogonin，　baicalein，　and　oroxylin　A　inhibited　11　P－HSD　oxidation　activity　slightly，　and
they　promoted　11　P－HSD　reduction　activity．
緒 言
　　11β一ヒドロキシステロイドデヒドロゲナ一二（11
β一HSD）はヒトでは活性型のコルチゾール（CSL）
と不活性型のコルチゾン（CS）の，ラットではコル
チコステロンと11デオキシコルチコステロンの相
互変換を触媒する酸化還元酵素である1）．近年，この
酵素の阻害剤であるグリチルリチン2）3）製剤によっ
（1994年2月3日受付，1994年2月19日受理）
K：ey　words：11β一ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ（11β一hydroxysteroid　dehydrogenase（11β一HSD）），
柴朴湯（Saiboku－to），高速液体クロマトグラフィー（High　performance　liquid　chromatography（HPLC）），エ
キストラショット（Extrashot）
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表1反応溶液組成
Oxidation Reduction
Tris　Hcl　buffer（pH　8．5）Sodiumphosphate　buffer（pH　7．0）
containing　O．02％triton　X－100rat liver　homogenate
NADP（1mmol／1） Cortisone（60μmol／1）
rat　liver　homogenateSample
Cortisol（60μmol／1）
Sample
Incubation　at　37℃for　30　min．Incubation　at　37．C　for　l80　r【1in．
て誘発される偽アルドステロン症の発症機序が解明
された4）．即ち，アルドステロンの標的臓器に分布す
る11β一HSDは，　CSLをCSに酸化することによ
りCSLのミネラルコルチコイドリセプター
（MCR）への結合を防げ，アルドステロンのリセプ
ター特異性を守っている5）．しかしグリチルリチン
製剤が投与され11β一HSD活性が低下すると大量の
CSLがMCRに結合しミネラルコルチコイド作用
を発現し，高血圧や低カリウム血症をひきおこす．
　一方，カンゾウ成分のグリチルリチンはステロイ
ド剤節減効果を有する柴下剤にも含有されており有
効成分の一つと考えられている．ステロイド依存型
気管支喘息に用いられる柴門湯6）7）は健常者への投
与実験で，11β一HSDを阻害し併用するプレドニゾ
ロン（PSL）の血中濃度を上昇させた8）．この現象は
同じカンゾウを含む小柴二二や柴三三では観察され
ず8），柴二二の効果はグリチルリチン以外の未知成
分が関与していると考えられる．
　11β一HSD活性を調節する成分はこのように偽ア
ルドステロン症発症や漢方薬のステロイド剤節減効
果に重要な役割を果たしていると考えられる．そこ
で今回，in　vitroの実験でこれら未知の11β一HSD
活性調節成分を探索するために，まず高速液体クロ
マトグラフィー（HPLC）を用いた簡便な11β一HSD
活性測定法を開発した．そして二二湯に含まれる
11β一HSD活性調節成分の探索に応用した．
実験材料と方法
　1．実験材料
　7週齢のWistar系雄性ラット（250　g）の肝臓ホ
モジネートを常法に従って調整した．即ち，ラット
を撲殺脱血後，肝臓を摘出し直ちに氷六六で砕削し，
0．25mo1／1シュークロースの10％懸濁液として調
製し使用時まで一80℃で凍結保存した．
　CS，　CSL，　NADPはSIGMA社製（米国），実
験に用いる有機溶媒類（メタノール，エタノール，
ジクロロメタン，n一ヘキサン）は全て和光純薬（大阪）
の特級品を用いた．柴朴湯，小柴胡湯，半夏厚朴湯
はツムラエキス穎粒を用いた．柴朴湯構成生薬はツ
ムラ研究所より提供をうけた．生薬成分のグリチル
リチン，マグノロール，パイカレイン，オウゴニン
は和光純薬製，リクイチゲニン，オロキシリンAは
東京薬科大学臨床薬理学研究室より供与された．
　2．器具及びHPL、C装置
　試料の前処理にはエキストラショットーシリカ
（草野科学，東京）を用いた．HPLCのポンプは
TWINCLE（日本分光，東京），検出器はUVIDEC
100－III（Jasco，東京），記録計はPantos　Unicorder
U－228（日本電子科学，東京）を使用した．インジェ
クターはMode17125（Loop　Volume　100μ1）
（Rhodyne社，米国），カラムはLichrosorb　Si－60（5
μm，4mmi．d．x　250　mm）（Merck社，独国）を用い
た．
　3．実験方法
　試料の調製：反応溶液に加える試料は薬理活性の
有無を調べるため高濃度に設定した．漢方エキス穎
粒（柴朴湯，小柴胡町，半夏厚朴湯）はエタノール
懸濁液として抽出し，反応用液中の終濃度はエタノ
ール懸濁が可能な5mg／m1とした．構成生薬はそれ
ぞれ35％エタノールで約2時間煮沸抽出し，終濃度
は，柴朴湯構成生薬の配合比の最も高いもの（サイ
コ；約20％）にあわせ，漢方エキス穎粒終濃度の5
分の1の1mg／mlとした．生薬成分はエタノールに
溶解し，エタノール終濃度を2％以下とするため，
終濃度100μmo1／1とした．また比較用のグリチルリ
チンは阻害活性が強いので終濃度1μmo1／1とした．
　11β一HSD酸化活性の測定：CSLを基質として反
応によって生成するCSを定量して求めた．反応溶
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液はLakshmiらの方法1）9）を参考とし表1に示した
如く，酸化反応ではトライトンX－100を0．02％含
む0．1mol／1トリス塩酸緩衝液（pH　8．5）にNADP
lmmo1／1，ラット肝ホモジネート1％（W／V），CSL
60μmo1／1となるように加え，試料とともに37℃の
恒温槽でインキュベートした．30分間のインキュベ
ート後5％硫酸を加え反応を停止した．
　11β・HSD還元活性の測定：CSを基質として反
応によって生成するCSLを定量して求めた．反応
溶液は0．01mol／1リン酸緩衝液（pH　7．0）にラット
肝ホモジネート1％（W／V），コルチゾン60μmo1／1
となるように加え試料と共に37℃の恒温槽でイン
キュベートした．180分間のインキュベート後5％
硫酸を加え反応を停止した．
　反応溶液中のステロイド測定法：反応溶液中の
CSL及びCSの測定はエキストラショット10）11）一
HPLC法によって行った．まず水1μ1，反応溶液5
μ1，5％水酸化ナトリウム溶液2μ1の順にマイクロ
シリンジに取り，エキストラショットーシリカの充填
表面にしみこませた後HPLCのインジェクターに
装着した．次いでツベルクリン注射筒でエタノール
1％を含むジエチルエーテル130μ1を用いて
HPLCに注入した．この注入溶媒は二つのステロイ
ドを定量的に回収できるように設計したものであ
る．HPLCの展開溶媒には水0．2％，酢酸02％，メ
タノール8％，ジクロロメタン30％を含むn一ヘキサ
表2既知濃度被検物質の回収率，変動係数
CompoundCocn．（pt　mol／1）Recovery（O／o）　　　　　　　Cv（o／．）（mean±SD）
ortisone21．3
51．0
98．9±1．85
99．5±1．39
1．87
1．40
Cortiso1 3．9
17．6
98．4±3．57
98．1±2．39
3．62
2．43
ンを用い，流速1．5ml／min．で送液した．検出波長
は245コ口，検出感度は0．02　aufsで分析した．
結 果
　1．クロマトグラム
　図1に反応溶液中のCSLとCSをエキストラシ
ョットーHPLC法で測定したときの典型的なクロマ
トグラムを示す．6分がCS，9分がCSLのピーク
である．いずれのステロイドも理論段数が3000段以
上のシャープなピークであり分離は良好であった．
また測定を妨害するピークもなく，検出感度は絶対
注入量で約2ng（1．3μmol／1）であった．
　2．回収率
　エキストラショットーHPLC法を用いた時のCSL
及びCSの回収率，変動係数について検討した（表
2）．注入溶媒として種々の有機溶媒を検討した結果，
エキストラショットに保持された反応溶液から
CSL，　CSを効率よく回収できる溶媒はエーテルで
（3）
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表3検量線
Compound Regressionequation
Correration
coefficientp　Value
Cortisone
Cortisol
Y＝14．13X十〇．363
Y＝11．32X十1．32
O．9999
0．9999
〈　O．Ol
〈　O．Ol
Y：peak　hight（mm）　X：ptg／ml
　　　　　　60
　amounts　of
　steroids　in　　　40
　　　　ちめ　　　メセロ　
　　（μM）　　20
Oxidation
（Cortisol　to　cortisone）
Cortisone
Cortisoi
60
　amounts　of　steroids　in　40
reaction　mixture
　　（pM）
　　　　　　20
o
30　60　90　120
incubation　time　（min）
Reduction
（Cortisone　to　cortisol）
Cortisone
Cortisol
　　　　　　　　　60　120　180　240
　　　　　　　　　　incubation　time　（min）
図2基質・成生物量の経時変化（mean±SD）
あり，1％のエタノールを混合することによって回収
率を98％以上に向上した．また変動係数も4％未満
であった．
　3．検量線
　CSL　10．8～108　ng，　CS　11．8～118　ngの範囲でピ
ーク高と注入量の間に相関係数0．9999（p＜0．01）
で良好な直線が成立していた（表3）．
　以上より絶対検量線法によるCSL，　CSの同時定
量が可能となった．
　4．酵素反応における基質，生成物量の経時変化
　酸化活性：120分のインキュベーションによって
基質のCSL（60μmol／1）が全て消費されるまで反
応が進行した（図2上）．このとき生成するCSは
51μmol／1で，変換率は約85％であった．従って約
15％のCSLは他の代謝経路で他の代謝物に代謝さ
れたか，反応中に分解したと思われる．CSの生成は
ほぼ60分まで一次反応で進行することから反応時
間を30分に設定した．
　還元活性：反応時間120分以上では基質CSの消
費とCSLの生成はほほ停止した（図2下）．240分
間の反応で消費するCSは約21μmo1／1，生成する
CSLは約20μmo1／1で変換率は約95％であった．
この時点で基質または補酵素を添加しても反応は進
行しないことから，何らかの原因で酵素が失活した
ものと考えられた．反応時間は180分に設定した．
　5．柴朴湯，小柴胡湯，半夏厚朴湯の11β・HSD
　　に及ぼす影響
　柴朴湯は小柴胡湯と半夏厚朴湯の合剤である．図
3に示すように柴朴湯と小柴胡湯は11β一HSDの酸
化還元とともに強く阻害した（いずれも阻害活性は
75％以上）．一方半夏厚朴湯は酸化還元活性に影響を
与えなかった．
　6．生薬抽出エキスの11β・HSD活性に及ぼす影
　　響
　柴将士構成生薬の35％エタノール抽出エキス10
種について11β一HSDの酸化還元活性に及ぼす影響
を検討した．
　酸化活性：最も強い阻害活性を示したものはカン
ゾウ（83％）であり，ついでタイソウ（30％），ソヨ
ウ（30％），オウゴン（16％），コウボク（15％），シ
ョウキョウ（13％），ニンジン（11％〉，サイコ（10％）
に弱いが明確な阻害活性を認めた（図4左：グラフ
は生成物量の対コントロール比を表す）．
　還元活性：カンゾウ（94％），オウゴン（95％），ソ
ヨウ（84％）が強い阻害活性を示したほかブクリョ
ウ（44％），ショウキョウ（22％），コウボク（18％）
にも明確な阻害活性を認めた．タイソウ，ニンジン
では逆にわずかながら促進活性を示した（図4右）．
　7．柴朴湯成分の11β一HSD活性に及ぼす影響
丁丁湯成分のうちカンゾウ成分のリクイチゲニン，
コウボク成分のマグノロール，オウゴン成分のオウ
ゴニン，パイカレイン，オロキシリンAの11　p
HSD活性に及ぼす影響を既知の11β一HSD阻害剤
であるグリチルリチンと比較検討した．グリチルリ
チン以外の成分は柴朴湯服用中の患者の尿中から大
（4）
1994年5月 福田：11HSD活性測定法の開発とその応用 一　295　一
　　200　％
　of
contro［　150
100
50
o
11，（3－HSD　oxidase　activity
（Cortisone　production）
＊＊
＊＊P〈O．Ol
　　200％
of
con七ro［150
壽
co撃№Ui
50
100
50
’）“堰g，．，，“”
磨g“
C2fo．g，，，，　＊Ilj“t’，t，，t
113－HSD　oxidase　actMty
（cortisone　production）
o
116－HSD　reductase　activity
（Cortiso］　production）
＊＊　＊＊
＊＊p〈O．Ol
＊＊P〈0．01
＊ p〈0，05
一一　一一一一＊＊ 零翠｝一ξ一一一一一－「『
＊＊
＊＊ 案＊
＊＊
臨
contrel
lOO
50
　　　　　　　　　　図3漢方製剤のラット肝11β一HSD酸化
∵㌧㍉還元灘に及ぼす影響（mean±SD）
11B－HSD　reductase　actMty
（cortisol　productjon）
騒霧・蝶胡瀦成生薬
霧□・半夏厚朴瀦成生薬
　　　　　　　　　　　　　　　曳曳㍉＼巡謡撃硫駕越丸曳、＼巡輻臨も議
　　”　＼＼　靱％こ　　”　　　、鬼こ
図4柴脚湯構成生薬のラット肝11β一HSD酸化還元活性に及ぼす影響（mean±SD）
畿
controi
　lOO
50
11B－HSD　oxidase　activity
（cortisone　production）
＊＊Pく0．01
＊＊
＿＿＿＿ 磨毎鼈黶磨毎鼈 一 一口一噛
＊＊
塞援幾
欝
。．X
150
100
50
］IP’HSD　reductase　actMty
（cortisol　production）
＊＊
＊＊
＊＊
＊＊Pく0
一
＊＊
噌一一一一一
　　　　　　　　　　　図5柴朴湯成分のラット肝11β・HSD酸
雄綬曝気生還融及ぼす影響（mean±SD）
量に検出されている成分であり柴砂湯の臨床効果と
何らかの関係があると考えられている12）～14）．
　酸化活性に対し終濃度100μmol／1でマグノロー
ルは44％，オウニゴンは7％，パイカレインは7％の
弱い阻害効果を認めた（図5左：グラフは生成物量
の対コントロール比を表す）．これに対しグリチルリ
チンは1μmol／1で91％阻害した．一方，還元反応
に対して，グリチルリチンは強く阻害した（56％）の
に対し，マグノロール，オウゴニン，パイカレイン，
オロキシリンAは逆に促進作用を示した（図5
右）．
考 案
　従来の11β・HSD活性測定法はラット肝のミクロ
ゾーム画分を用い，反応によって生成または消費さ
れる補酵素NADPHの量を340　nmの吸光度で測
定する方法15）と，基質のCSLを放射性同位元素
（RI）で標識し，その反応生成物を薄層クロマトグラ
フィー（TLC）で分離し放射能をカウントする方
法11）が汎用されてきた．前者の方法は，補酵素の11
β一HSD特異性が低いためある程度精製した酵素に
しか適用できない．一方，後者の方法はホモジネー
トレベルでの酵素活性測定が可能であるが，RIや煩
（5）
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雑な操作を必要とするTLCを用いなければなら
ず，多数の検体を処理するには適当とはいえない．
　今回，エキストラショットーHPLC法を採用する
ことによって上記の問題点を全て解決することがで
きた．即ち，RIを使用することなくホモジネートレ
ベルで簡便に11β一HSD活性を測定できるようにな
った．エキストラショットは試料の前処理とHPLC
への注入を同時に行えるシリンジ型ミニカラムであ
り，注入溶媒とHPLCの溶出条件を目的物質
（CSL，　CS）にあわせて最適化すれば，分析時間を大
幅に短縮し，しかも精度の高い分析を可能にする．
実際に今回設定した条件では分析時間は一検体10
分以内であり，回収率，変動係数，検出限界ともに
in　vitroでの11β一HSD活性測定に問題はなかっ
た．
　ホモジネートレベルでの酵素活性測定で問題にな
るのは基質や生成物が他の酵素の影響をどの程度受
けるかということである．酸化反応では反応によっ
て生成したCSは消費した基質CSLより約15％少
なかった．これは一部が他の経路で代謝されたため
と推測される．肝ミクロゾームには5α一リダクター
ゼなどもあり16＞17），基質や生成物が△4－3一ケトン構
造を失い240nmの測定波長では検出されなくなっ
た18）ためであろう．図2に示したように酸化反応は
ほぼ定量的に進行したが，還元反応は120分後酵素
の失活によると考えられる反応の停止が観察され
た．還元活性の測定条件であるpH　7付近ではいく
つかの蛋白分解酵素が働くことが知られており，こ
れらによる酵素の失活かもしれず，今後蛋白分解酵
素阻害剤の添加などの検討を要すると考えられた．
また，それぞれの反応条件で逆反応が進行するか否
かも重要な点であるが，酸化還元それぞれの反応溶
液に基質の代わりに生成物を添加してインキュベー
ションしても基質に相当するピークは検出されず，
それぞれの条件では逆の反応は進まないことが予備
的な実験で明らかになっている．
　本法を柴朴湯に含まれる未知の11β一HSD活性調
節成分の探索に応用し，新たに数種の活性物質を培
い出した．グリチルリチン以外に，コウボク成分の
マグノロール，オウゴン成分のオウゴニン，パイカ
レインが酸化活性を阻害し，且つ，これらの成分は
還元活性に対しては逆に促進的に作用し，還元活性
も阻害するグリチルリチンとは異なっていた．また，
コウボクやオウゴン以外にも11β一HSD活性に影響
を及ぼす生薬が存在することも明らかとなった．こ
のことは柴朴湯以外にも11β一HSD活性を調節する
漢方法剤の存在を示唆している．
　山本らはPSLに柴胡剤を併用した時，柴胡剤に
よりPSL血中濃度が異なる8）ことを報告している．
即ち，柴胡湯は11β一HSDを阻害しPSL血中濃度
を上昇させるが，小柴胡湯は逆に11β一HSDを活性
化しPSL血中濃度を低下させる．今回行ったin
vitroの実験では柴琴唄も小柴胡湯も11β一HSD酸
化活性を強く阻害した．これは含有されるグリチル
リチンの作用によると考えられるが，小柴胡湯の場
合はin　vivoの作用と相反した成績であった．経口
投与した時のグリチルリチンの生物学的利用率は著
しく低いことから柴三囲のin　vivoの効果に対する
グリチルリチンの関与はさほど大きくないと考えら
れる．一方，本間らは柴朴湯をヒトに投与したとき
コウボクやオウゴンに由来する成分が大量に尿中に
排泄されることを確認し，これらが柴朴湯の有効成
分ではないかと報告している13）14）．今回の実験でコ
ウボク成分のマグノロールが11β一HSD酸化活性を
阻害することを見いだしたが，この化合物は小柴胡
湯には含有されていないことから，柴朴湯の勿痂。
での11β一HSD阻害効果に寄与していると考えられ
る．小柴胡湯のin　vivoでの効果は今回の結果から
は説明はつかなかった．
結 語
　1．11β一HSD活性測定法として，エキストラショ
ットーHPLC法によるホモジネートレベルでの簡便
な測定法を開発した．この方法は従来法と異なり，
RIを用いずに多数の検体を効率よく測定すること
が可能であり活性物質スクリーニングに有用である
と考えられた．
　2．本法を用いて柴朴湯成分の11β一HSDに及ぼす
影響を調べた．その結果，酸化活性を阻害するグリ
チルリチン以外の化合物としてマグノロール，オウ
ゴニン，パイカレインを見いだした．これらの化合
物はグリチルリチンとは異なり還元活性に対しては
促進的に作用した．
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